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Резюме
Цель исследования. Рассмотреть основные этапы секвенирования генома Klebsiella pneumoniae с использо-
ванием метода коротких прочтений на платформе Illumina и описать особенности процесса пробоподготовки 
библиотек и анализа полученных данных.
Материалы и методы. Дезоксирибонуклеиновую кислоту (ДНК) для высокопроизводительного секвенирова-
ния выделяли из культур Klebsiella pneumoniae. Пробоподготовку выполняли согласно инструкции производите-
ля к набору Nextera XT DNA Library Prep. Секвенирование проводили на платформе Illumina MiSeq с использова-
нием картриджа 2х151. Сборку генома до уровня контигов производили с помощью приложения SPAdes Genome 
Assembler на сервисе Illumina BaseSpace Sequence Hub и набора программ в среде Linux. Оценку качества 
сборки генома проводили с помощью сервиса QUAST.
Результаты. Проведено секвенирование генома образцов культур K. pneumoniae с последующей оценкой ка-
чества запуска, сборкой генома и определением его основных параметров.
Заключение. Рассмотрены основные этапы секвенирования генома K. pneumoniae с использованием метода 
коротких прочтений на платформе Illumina. Отмечены основные параметры оценки качества пробоподготовки, 
запуска и сборки генома.
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Abstract
Objective. To review the main stages of Klebsiella pneumoniae genome sequencing using the Illumina short-read 
method and describe the peculiarities of sample library preparation and analysis of the obtained data.

https://doi.org/10.51523/2708-6011.2023-20-1-19
https://doi.org/10.51523/2708-6011.2023-20-1-19
https://doi.org/10.51523/2708-6011.2023-20-1-19


153

2023;20(1):152–159Проблемы здоровья и экологии / Health and Ecology Issues

Шафорост А. С. , Зятьков А. А., Воропаев Е. В., Осипкина О. В., Воропаева А. В., Бонда Н. А., Стома И. О.   

Materials and methods. Deoxyribonucleic acid (DNA) for high-throughput sequencing was isolated from Klebsiella 
pneumoniae cultures. Sample preparation was performed according to the manufacturer’s instructions for the Nextera 
XT DNA Library Prep kit. Sequencing was performed on an Illumina MiSeq platform using a 2x151 cartridge. Genome 
assembly to the contigs was performed using the SPAdes Genome Assembler application on the Illumina BaseSpace 
Sequence Hub service and a set of programs in a Linux environment. The quality of genome assembly was assessed 
using the QUAST service.
Results. Genome sequencing of K. pneumoniae culture samples was performed, followed by an evaluation of the 
quality of the launch, assembly of the genome, and determination of its main parameters.
Conclusion. The main steps of K. pneumoniae genome sequencing have been considered using the short-read method 
on the Illumina platform. The main parameters for assessing the quality of sample preparation, launch and genome 
assembly are described.
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Введение
На современном этапе развития медицины 

появился ряд технических решений, которые 
значительно повышают качество диагностики 
различных, в том числе и инфекционных, забо-
леваний и способствуют разработке эффектив-
ных методов их лечения [1]. Было предложено 
множество инноваций как в области диагностики, 
так и в терапевтической сфере [1]. Для решения 
сложных и трудоемких задач молекулярной био-
логии микроорганизмов у современного исследо-
вателя в настоящее время имеются различные 
диагностические инструменты, из которых наи-
более известны и часто используются различные 
модификации секвенирования (определения по-
следовательности нуклеотидов) ДНК [1].

Классическое, или секвенирование ДНК пер-
вого поколения по методу Сенгера, получило 
мировое признание научного сообщества, выра-
зившееся в получении его автором — Фредери-
ком Сенгером — Нобелевской премии по химии 
в 1980 г. [1].

Технологии секвенирования следующего 
поколения являются наиболее эффективным и 
современным методом исследования генетиче-
ских особенностей различных организмов. Наи-
более распространенными являются решения, 
предлагаемые компаниями Illumina (MiniSeq, 
MiSeq, HiSeq и др.) и Thermo Fisher Scientific (Ion 
GeneStudio S5) [2]. Получаемые данные приме-
няются для улучшения диагностики социально 
значимых заболеваний и разработки персона-
лизированной терапии благодаря применению 

широкого спектра панелей, позволяющих опре-
делять наличие точечных мутаций и предрас-
положенности к развитию отдельных патологий 
(онкологических, неврологических, сердечно-со-
судистых, респираторных и др.), а также для 
идентификации и классификации онкологиче-
ских заболеваний, определения антибиотикоре-
зистентности микроорганизмов и др. [3].

Для исследования микробных сообществ, 
секвенирования геномов вирусов и прокариот de 
novo наиболее предпочтительным является техно-
логия компании Illumina (секвенатор MiSeq), соче-
тающая в себе достаточную для секвенирования 
таксономически значимых локусов метагеномной 
ДНК длину прочтения (до 2×301 нуклеотидов), что 
имеет решающее значение для сборки участков 
генома с повторяющимися последовательно-
стями (гомополимерами), высокую пропускную 
способность и относительно низкую стоимость 
секвенирования [4].

Цель исследования
Рассмотреть основные этапы секвенирова-

ния генома Klebsiella pneumoniae с использова-
нием метода коротких прочтений на платформе 
Illumina и описать особенности процесса пробо-
подготовки библиотек и анализа полученных дан-
ных.

Материалы и методы
Пробоподготовку образцов ДНК, выделенной 

из культур Klebsiella pneumoniae, для высокопро-
изводительного секвенирования на платформе 
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Illumina MiSeq проводили с использованием набо-
ра Nextera XT DNA Library Prep. Сборку генома до 
уровня контигов выполняли с помощью приложе-
ния SPAdes Genome Assembler на сервисе Illumina 
BaseSpace Sequence Hub и набора программ в 
среде Linux с последующей оценкой качества 
сборки генома с помощью приложения QUAST.

Результаты и обсуждение
Получение качественных выходных данных 

высокопроизводительного секвенирования на-
прямую зависит от корректности выполнения от-
дельных этапов (экстракции ДНК, получении ге-
номных библиотек и их пулирование, настройки 
запуска) и выбора метода обработки получаемой 
информации.

Для получения максимального количества 
ДНК из культур K. pneumoniae использовали на-
бор PureLink™ PCR Purification Kit (Thermo Fisher 
Scientific, США), возможно применение аналогич-
ных наборов, способных разрушать клеточную 
стенку грамотрицательных микроорганизмов с 
последующим выделением нуклеиновой кислоты.

Концентрацию ДНК измеряли на спектро-
фотометре NanoDrop 1000. Для дальнейшего 

анализа использовали образцы с соотношением 
экстинкции А260/280 ≥ 1,8, если образцы имели 
загрязнение, требовалась дополнительная их 
очистка этанолом с дальнейшим измерением ко-
личества и качества ДНК.

С помощью набора Nextera XT DNA Library 
Prep, проводили пробоподготовку для полноге-
номного секвенирования, которая включала в 
себя следующие стадии: ферментативную фраг-
ментацию геномной ДНК, штрихкодирование об-
разцов и их очистку с использованием магнитных 
частиц.

Для ферментативной фрагментации прово-
дили разведение образцов ДНК до 0,2 нг/мкл, из-
мерение концентрации геномной ДНК выполняли 
на флуориметре Qubit4 (Thermo Fisher Scientific, 
Германия) с помощью набора Qubit™ 1х dsDNA 
High Sensitivity Assay Kit (1х dsDNA HS).

Для оценки эффективности фрагментации, 
качества полученных библиотек можно исполь-
зовать электрофоретическое разделение в ага-
розном геле или капиллярный электрофорез (ри-
сунок 1) и измерение концентрации библиотек на 
флуориметре Qubit4 (набор 1х dsDNA HS).

а б

Рисунок 1. Электрофореграмма геномных библиотек K. pneumoniae после индексной ПЦР:  
а — 1,7 % агарозный гель (маркер — GeneRuler 50 bp DNA Ladder SM0371 (ThermoFisher Scientific, США));  

б — результат капиллярного электрофореза (набор Perkin Elmer The LabChip® NGS 3K)
Figure 1. Electrophoregram of K.pneumoniae genomic libraries after index PCR:  

a — 1.7 % agarose gel (marker — GeneRuler 50 bp DNA Ladder SM0371 (ThermoFisher Scientific, USA));  
b — results of capillary electrophoresis (Perkin Elmer The LabChip® NGS 3K set)

Размер полученных библиотек для геномно-
го секвенирования находился в интервале от 250 
до 1500 п. н., что соответствует инструкции к на-
бору Nextera XT DNA Library Prep.

Измеряли концентрацию (нг/мкл) очищен-
ных библиотек с помощью флуориметра Qubit 
4 (набор 1х dsDNA HS) или амплификатора «в 
реальном времени» методом измерения флу-

оресценции по конечной точке с применением 
интеркалирующего красителя 2х Zubr Green-1 
(«ПраймТех», Республика Беларусь) (таблица 1). 
При использовании последнего метода необхо-
димо предварительное приготовление стандар-
тов с последующим построением калибровочной 
кривой.
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Таблица 1. Концентрация геномных библиотек ДНК при измерении с помощью флуориметра Qubit 
4 и методом измерения флуоресценции по конечной точке
Table 1. Concentration of genomic DNA libraries when measured with the Qubit 4 fluorometer and the 
endpoint fluorescence measurement method

Номер 
образца

Концентрация «4 нM» библиотек (Qubit 4), нг/мкл Концентрация «4 нM» библиотек (по конечной точке), нг/мкл

329 1,62 1,14

366 1,69 1,20

476 1,48 1,06

1271 1,62 1,15

Отмеченные отличия в величине концентра-
ции библиотек, полученные с помощью различ-
ных методов, можно интерпретировать различной 
химической структурой используемых интеркали-
рующих красителей или погрешностями измере-
ний. Определение концентрации библиотек явля-
ется критически важным показателем, влияющим 
на количество генерируемых в процессе запуска 
кластеров и в конечном итоге — на объем полу-
чаемой по результатам секвенирования инфор-
мации.

Завышенная концентрация объединенной 
геномной библиотеки может привести к перекла-
стеризации и стать причиной снижения произво-
дительности выполнения анализа и показателя 
Q30 (доля нуклеотидов, идентифицированных с 
точностью 99,9 %), появлению артефактов секве-
нирования, снижению общего объема выходных 
данных и даже к досрочному прерыванию запу-
ска. Уменьшение количества получаемых дан-
ных может происходить и при недокластериза-
ции (недозагрузке) проточной ячейки [5, 6].

Для полногеномного секвенирования с ис-
пользованием реагентов версии v2 оптималь-
ным считается количество «сырых кластеров» 
(до прохождения фильтра качества) в диапазоне 
1000–1200 кластеров на 1  мм2 [6]. Согласно ре-
комендациям компании Illumina для секвенатора 
MiSeq загрузочная концентрация объединенной 
геномной библиотеки составляет 6–20 пМ [7]. 
Контролем качества для генерации кластеров, 
секвенирования и выравнивания прочтений, а 
также генерации матрицы перекрестных помех 
является примесь ДНК вируса ΦX174 (PhiX). 
Минимальное содержание PhiX в объединенной 
геномной библиотеке для секвенатора MiSeq со-
ставляет 5 % [8]. Это значение во многом опре-
деляется разнообразием последовательностей 
нуклеотидов в образце: чем оно ниже, тем доля 
PhiX должна быть выше.

Первоначальная обработка данных, полу-
ченных в результате анализа коротких фрагмен-
тов, осуществляется в автоматическом режиме с 

помощью встроенного программного обеспече-
ния Illumina MiSeq с предоставлением выходных 
данных в виде 2 файлов, содержащих последо-
вательности для прямого и обратного прочтения 
в формате FASTQ.

Перед сборкой генома необходимо провести 
оценку качества полученных данных. Для этого 
использовали программу FastQC [9]. Одной из 
значимых метрик является «Per base sequence 
quality», которая отражает изменение качества 
прочтения нуклеотидов в процессе секвенирова-
ния. Как правило, отмечается его снижение в на-
чале и в конце прочтения. На основании анализа 
этого параметра принимается решение об удале-
нии начальных или конечных нуклеотидов с ка-
чеством менее Q30. Метрика «Sequence Length 
Distribution» отображает распределение прочте-
ний по длине и позволяет получить информацию 
о доле прочтений требуемого размера (в нашем 
случае — 151 нуклеотид) и необходимости филь-
трации прочтений.

Полученные данные были использованы для 
сборки генома до уровня контигов с применением 
приложения SPAdes Genome Assembler (инстру-
мент с открытым исходным кодом для секвени-
рования de novo) на сервисе Illumina BaseSpace 
Sequence Hub [10] или набора программ в среде 
Linux. Сборку генома можно проводить, исполь-
зуя аналоги данных приложений [11].

При выполнении сборки генома в среде Linux 
для предварительной обработки (удаление про-
чтений с длиной, меньше заданной, последова-
тельностей адаптеров и нуклеотидов с низким 
качеством) исходных данных секвенирования, 
полученных на платформе Illumina, использова-
ли java программу Trimmomatic 0.39 в режиме PE 
(парноконцевых прочтений) [12].

Пример кода в терминале выглядит следую-
щим образом:

java -jar trimmomatic-0.39.jar PE 329_R1_se-
quence.fastq 329_R2_sequence.fastq 329_forward_
paired.fastq 329_forward_unpaired.fastq 329_re-
verse_paired.fastq 329_reverse_unpaired.fastq
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ILLUMINACLIP:/usr/share/tr immomatic/
NexteraPE-PE.fa:2:40:15 LEADING:3 TRAILING:3 
SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36

Первая часть позволяет запустить пакет 
Trimmomatic в режиме работы с парноконцевы-
ми прочтениями и из исходных данных, полу-
ченных во время прямого (R1) и обратного (R2) 
чтения библиотек, получить 4 файла в формате 
FASTQ: 2 — для «парных» выходных данных и 
2 — для соответствующих «непарных» выходных 
данных. Опция ILLUMINACLIP позволяет удалить 
последовательности адаптеров из прочтений, вы-
брав соответствующий файл с адаптерными по-
следовательностями (например, NexteraPE-PE.
fa), удалить начальные (LEADING) и конечные 
(TRAILING) нуклеотиды с качеством ниже Q3 (для 
удаления нуклеотидов, идентифицированных с 
точностью менее 50,12 %) при сканировании по-
следовательности с помощью скользящего окна 
(SLIDINGWINDOW) шириной в 4 нуклеотида, об-
резая, когда среднее качество падает ниже Q15 
(для удаления нуклеотидов, идентифицирован-
ных с точностью менее 96,84 %), и удаляя про-
чтения короче 36 нуклеотидов (MINLEN).

Собственно сборка генома до набо-
ра контигов производится с помощью пакета 
SPAdes-3.15.5. Согласно литературным данным, 
он является одним из лучших решений для сбор-
ки малых геномов [13, 14].

Пример кода в терминале выглядит следую-
щим образом:

./spades.py --threads 8 --careful \
--pe1-1 /home/user/329_forward_paired.fastq \
--pe1-2 /home/user/329_reverse_paired.fastq \
--pe1-s /home/user/329_forward_unpaired.

fastq \
--pe1-s /home/user/329_reverse_unpaired.

fastq \
-o /home/user/329spades

Программа выполняет сборку генома в «ак-
куратном» режиме (--careful), используя одновре-
менно 8 потоков, и формирует набор контигов и 
скэффолдов на базе k-меров различного разме-
ра. В итоге программа выбирает наилучший ре-
зультат и сохраняет его в выходной директории 
(-o /home/user/329spades).

Для обнаружения смежных контигов и рас-
чета величины покрытия и ожидаемого размера 
генома при заданном размере k-мера (-k 127) ис-
пользуется пакет combinator-FQ [15].

Пример кода в терминале выглядит следую-
щим образом:

./combinator-FQ.py contigs.fasta -k 127 (-o /
home/user/combinator-FQ_report

В качестве входных данных используется на-
бор контигов, полученный на предыдущем этапе, 
а на выходе получаем таблицу в формате tsv с 
указанием совместимых концов контигов и отчет 
следующего вида:

=== Summary ===
290 contigs were processed.
Sum of contig lengths: 5699908 bp
Expected length of the genome: 6059787 bp
Min coverage: 0.727723
Max coverage: 725.0
Mean coverage: 66.04
Median coverage: 34.43
LQ-coefficient: 48.3
Оценку качества сборки генома можно про-

водить с помощью сервиса QUAST (Quality 
Assessment Tool for Genome Assemblies) посред-
ством анализа рассчитываемых им показателей 
(рисунок 2) [16].

QUAST работает как с эталонными генома-
ми, так и без них. Инструмент принимает несколь-
ко сборок, поэтому подходит для их сравнения.

Для предварительной оценки качества сбор-
ки генома использовали следующие параметры: 
общее количество контигов, N50 и L50 (в некото-
рых случаях данные параметры могут быть неин-
формативными).

Общее количество контигов (рисунок 2а) и их 
распределение по длине (рисунок 2а и 2б) позво-
ляют получить информацию об уровне фрагмен-
тации собранного генома. Чем меньше значение 
данного показателя, тем выше качество сборки. 
Параметр N50 характеризует качество сборки с 
точки зрения ее непрерывности и равен по зна-
чению длине самого короткого контига при сум-
мировании длин минимального числа контигов 
(L50) для получения суммы, большей или равной 
половине длины сборки генома.

Использованные настройки Trimmonatic и 
SPAdes на платформе Linux позволили получить 
сборку генома с большей величиной N50 и мень-
шим количеством контигов для покрытия 50 % ге-
нома (L50) по сравнению с приложением SPAdes 
Genome Assembler (рисунок 2а и 2б). Однако оба 
варианта показывают сходные результаты при 
сравнении полученных с их помощью сборок ге-
нома на веб-ресурсах, позволяющих проводить 
анализ антибиотикорезистентности, что дает 
возможность выбора методики сборки генома на 
усмотрение исследователя.

Полученные файлы в формате *.fasta могут 
быть использованы для дальнейшего анализа ге-
нетических детерминант антибиотикорезистент-
ности на веб-ресурсах ResFinder 4.1 [17, 18], 
CARD RGI [19, 20] или др. 

При необходимости определения сиквенс-ти-
па микроорганизма можно использовать ресурс 
Multi Locus Sequence Typing (MLST) [21].

http://NexteraPE-PE.fa:2
http://NexteraPE-PE.fa
http://NexteraPE-PE.fa
http://spades.py
http://combinator-FQ.py
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а

б

Рисунок 2. Результаты оценки трех сборок геномов с помощью сервиса QUAST: 
а — количественные показатели анализа сборки генома; б — распределение контигов по длине

Figure 2. The results of the evaluation of three genome assemblies using the QUAST service:  
a — quantitative indicators of the genome assembly analysis;, b — contigs distribution by length

Заключение
Платформа Illumina MiSeq позволяет выпол-

нять широкий спектр задач, направленных на це-
левое секвенирование малых геномов, а также 
проведение исследований в области метагено-
мики и клинической молекулярной диагностики.

Рассмотрены основные этапы секвенирова-
ния генома K. pneumoniae с использованием ме-
тода коротких прочтений на платформе Illumina и 

освещены ключевые особенности процесса про-
боподготовки библиотек и анализа полученных 
данных. Показана значимость контроля качества 
на всех этапах высокопроизводительного секве-
нирования. 

Данная работа будет полезна для начина-
ющих исследователей в молекулярно-генетиче-
ской биологии.
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